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(57) Zusammenfassung 
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"Papillomviren, Mittel zu deren Nachweis sowie 

zur Therapie von durch sie verursachten Erkrankungen" 

Die Erfindung betrifft eine DNA, die fur ein Peptid eines Papillomvirus-Hauptcap- 
sid-Proteins bzw. ein Papillomvirus-Genom codiert. Desweiteren betrifft die 
Erfindung durch das Papillomvirus-Genom codierte Proteine und gegen sie 
gerichtete Antikorper sowie deren Verwendung in Diagnose, Therapie und 
Vakzinierung. 

Es ist bekannt, da& Papillomviren das Epithelgewebe von Mensch und Tier 
infizieren. Human-Papillomviren (nachstehend mit HP-Viren bezeichnet) finden 
sich in benignen, z.B. Warzen, Kondylome im Genitalbereich, und malignen, z.B. 
Karzinome der Haut und der Gebarmutter, epithelialen Neopiasmen (vgl. zur 
Hausen, H., Biochimica et Biophysica Acta (BBA) 1288, (1996), Seiten 55-78). 
Auch werden HP-Viren fur die Entwicklung maligner Tumoren im Oropharyn- 
gealbereich in Betracht gezogen (vgl. zur Hausen, H., Curr. Top. Microbiol. 
Immunol. 78, (1977), Seiten 1-30). 

Papillomviren weisen ein ikosaedrisches Capsid ohne Hulle auf, in dem ein 
zirkulares, doppelstrangiges DNA-Molekul von etwa 7900 bp vorliegt. Das 
Capsid umfaftt ein Hauptcapsid-Protein (L1) und ein Nebencapsid-Protein (L2). 
Beide Proteine, coexprimiert oder L1 alleine exprimiert, fuhren in vitro zur Aus- 
bildung von Virus-ahnlichen Partikein (vgl. Kirnbauer, R. et aL, Journal of Virolo- 
gy, (1993), Seiten 6929-6936). 

Papillomviren lassen sich nicht in Monolayer-Zellkultur vermehren. Ihre Charak- 
terisierung ist daher auBerst schwierig, wobei bereits der Nachweis von Papil- 
lomviren erhebliche Probleme schafft. Dies trifft insbesondere fur Papillomviren 
in Karzinomen der Haut zu. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem Papillomviren, insbesondere in Karzinomen der Haut, nach- 
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gewiesen werden k 6nnen. Ferner so.,e ein Mitte. bereitgeste.lt werden, um 
gegen diese Papillomviren therapeutisch vorgehen zu kbnnen. 

Erfindungsgema* wird dies durch die Bereitstel.ung der Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Peptid eines Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Proteins (L1) codierende DNA. wobei das Peptid die Aminosau- 
resequenz von Fig. 1 , Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8, F,g. 9, 
Fig. 10 Oder Fig. 1 1 oder eine davon durch ein oder mehrere Aminosauren unter- 
schiedliche Aminosauresequenz umfafct. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine fur ein Peptid eines Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Proteins codierende DNA, wobei die DNA die Basensequenz von 
Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6. Fig. 7, Fig. 8. Fig. 9, Fig. 10 oder 
Fig . 11 oder eine davon durch ein oder mehrere Basenpaare untarsch.edl.che 

Basensequenz umfafct. 

Fig 1 zeigt die Basensequenz und die davon abge.eitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papi.iomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL17 bei der DSM (Deutsche Samm.ung von Mikroorga- 
nismen und Zellkuituren) unter DSM 1 1 1 80 am 17. Sept. 1996 hinterlegt. 

Fig. 2 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papii.omvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde ais P.asmid DL20 bei der DSM unter DSM 11181 am 17. Sept. 1996 

hinterlegt. 

Fig 3 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papi.iomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL27 bei der DSM unter DSM 11182 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 
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Fig. 4 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomavirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde ais Plasmid DL35 bei der DSM unter DSM 11183 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

5 

Fig. 5 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL40 bei der DSM unter DSM 11184 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

10 

Fig. 6 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde ais Plasmid DL78 bei der DSM unter DSM 11185 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

15 

Fig. 7 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL82 bei der DSM unter DSM 11186 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

20 

Fig. 8 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL83 bei der DSM unter DSM 11187 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

25 

Fig. 9 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL84 bei der DSM unter DSM 11188 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

30 

Fig. 10 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von L1 eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
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wurde als Plasmid DL 100 bei der DSM unter DSM 1 1 189 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 



Fig. 1 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeieitete Aminosauresequenz 
5 einer fur ein Peptid von L1 eines Papiilomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid HR22 bei der DSM unter DSM 11190 am 17. Sept. 1996 
hinterlegt. 

Vorstehende DNA wurde mit der DNA bekannter Papillomviren verglichen. Es 
10 wurden Sequenzhomologie-Studien durchgefuhrt. Eine Homologie, die weniger 
als 90 % betragt, weist eine erfindungsgemafce DNA als neues HP- Virus aus. 
Die erfindungsgema&en DNAs weisen zu bekannten Papillomviren folgende 
Sequenzhomoiogien auf: 

15 
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Erfindungsgemafc kann vorstehende DNA in einem Vektor bzw. Expressions- 
vektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
30 Expressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC~Derivate r pGEM-T 
und pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadl zu nen- 
nen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEF-BOS, cDM8 
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und pCEV4, anzugeben sind. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn vorstehende, in einem Expressions- 
vektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die 
E.coli-Stamme HB101, DH1 , x1776, JM101, JM 109 und XL1-Blue, den Hefe- 
Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen L, NH-3T3, FM3A r 
CHO, COS, Vero, und Hela. 

Der Fachmann weift, in welcher Weise vorstehende DNA in einen Expressions- 
vektor inseriert werden muft. Ihm ist auch bekannt, daft vorstehende DNA in 
Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid codierenden DNA 
inseriert werden kann, so daft vorstehende DNA in Form eines Fusionsproteins 
exprimiert werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Papillomvirus-Genom, das vor- 
stehende DNA umfaftt. Der Ausdruck "Papillomvirus-Genom" umfaftt auch ein 
unvollstandiges Genom, d.h. Fragrhente eines Papillomvirus-Genoms, die vor- 
stehende DNA umfassen. Dies kann z.B. eine fur L1 codierende DNA oder ein 
Teil davon sein. 

Zur Bereitstellung vorstehenden Papillomvirus-Genoms kann ein ubliches Ver- 
fahren verwendet werden. Gunstig ist ein Verfahren, das folgende Verfahrens- 
schritte umfaftt: 

(a) Isoiierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epithelialen Neoplasmas, 

(b) Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit vorstehender DNA, wodurch 
ein in der Gesamt-DNA von (a) enthaltenes Papillomvirus-Genom nach- 
gewiesen wird f und 

(c) Klonierung der das Papillomvirus-Genom enthaltenden Gesamt-DNA von 
(a) in einem Vektor, und gegebenenfalls Subklonierung des erhaltenen 
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Klons, wobei samtliche Verfahrensschritte ublicher DNA-Rekombination- 
stechnik entstammen. 

Hinsichtlich der Isolierung, Hybridisierung und Klonierung von Zell-DNA wird 
erganzend auf Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, zweite 
Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) verwiesen. 

Der Ausdruck "epitheliales Neoplasma" umfafct jegliche Neoplasmen des Epithel- 
gewebes bei Mensch und Tier. Beispiele solcher Neoplasmen sind Warzen, 
Kondylome im Genitalbereich und Karzinome der Haut. Letztere werden vor- 
liegend bevorzugt verwendet, urn vorstehendes Papillomvirus-Genom zu isolie- 



ren. 



Der Ausdruck "Vektor" umfafct jegliche zur Klonierung von chromosomaier bzw. 
extrachromosomaler DNA geeignete Vektoren. Beispiele solcher Vektoren sind 
Cosmide, wie pWE15 und Super Cosl, und Phagen, wie /l-Phagen, z.B. AZ*P 
Expressvector, ylZAPII Vector und ^gt10 Vektor. Vorliegend werden .i-Phagen 
bevorzugt verwendet. Vorstehende Vektoren sind bekannt und bei der Firma 
Stratagene erhaltlich. 

ErfindungsgemaGe Papillomvirus-Genome konnen integriert in chromosomaier 
DNA oder extrachromosomal vorliegen. Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, 
dies abzuklaren. Auch weilS er urn Verfahren, die zur Klonierung der Papillomvi- 
rus-Genome optimalen Restriktionsenzyme herauszufinden. Er wird sich an 
Genomen bekannter Papillomviren orientieren. Insbesondere wird der Fachmann 
die vorstehend genannten HP-Viren entsprechend beachten. 

Beispielhaft wird die Bereitstellung eines mit DL1 7-G bezeichneten Papillomvirus- 
Genoms beschrieben. Hierzu wird die Gesamt-DNA aus einer Biopsie eines 
plattenepithelialen Karzinoms isoliert, mit BamHI gespalten und in einem Agaro- 
segel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel wird danach einem Blotting- 
Verfahren unterzogen, wodurch die DNA auf eine Nitrozellulosemembran uber- 
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tragen wird. Diese wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die 
DNA von Fig. 1, ggfs. in Kombination mit einer DNA von HP-Virus 65 als mar- 
kierte Probe verwendet wird. Es wird eine Hybridisierung mit der in der Gesamt- 
DNA vorliegenden Papillomvirus-DNA erhalten. 

5 

Im weiteren wird vorstehende mit BamHI gespaltene Gesamt-DNA in einem A- 
Phagen kloniert. Die entsprechenden Klone, d.h. die die Papillomvirus-DNA 
enthaltenden Klone, werden durch Hybridisierung mit der DNA von Fig. 1 , ggfs. 
in Kombination mit einer DNA des HP-Virus 65 identifiziert. Das Insert dieser 
10 Klone wird dann einer weiteren Klonierung in einem Plasmid-Vektor unterzogen, 
wodurch ein Klon erhalten wird, der das Papillomvirus-Genom DL17-G enthalt. 
Das Genom wird durch Sequenzierung bestatigt. 

In analoger Weise werden weitere Papiilomvirus-Genome bereitgestellt. Sie 
1 5 werden entsprechend der zu ihrer Bereitstellung verwendeten DNAs bezeichnet, 

mit: DL20-G, DL27-G, DL35-G, DL40-G, DL78-G, DL82-G, DL83-G, DL84-G, 
DL100-G bzw. HR22-G. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein, das durch vorstehendes 
20 Papiliomvirus-Genom codiert wird. Ein solches Protein ist z.B. ein Hauptcapsid- 

Protein (L1) oder ein Nebencapsidprotein (L2). Die Herstellung eines vorstehen- 
den Proteins erfolgt in ublicher Weise. Beispielhaft wird die Herstellung von L1 
bzw. L2 des Papillomvirus-Genoms DL17-G beschrieben. Hierzu wird das zu der 
DNA von Fig. 1 verwandte HP-Virus 65 herangezogen. Von diesem ist die 
25 vollstandige Sequenz und die Lage einzelner fur Proteine codierender DNA- 

Bereiche bekannt. Durch paralleie Restriktionsspaltungen beider Genome und 
anschiiefcender Hybridisierung mit verschiedenen, die L1 bzw. L2 codierende 
DNA betreffenden Fragmenten werden diese DNAs auf dem Papillomvirus- 
Genom DL17-G identifiziert. Sie werden durch Sequenzierung bestatigt. Die fur 
30 L1 codierende DNA wird mit DL1 7-G-L1-DNA und die fur L2 codierende DNA mit 

DL1 7-G-L2-DNA bezeichnet. 
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,m weiteren wi,d die Or L1 bzw. L2 codierende DNA in einen Expressionsyektor 
inseriert. Beispiele ein.s solchen .Or E. co,i, Hefe und tierische Zellen s,nd 
yorstehend genann,. Insbesondere wird Wr die Expression in E. «* auf dan 
Vektor pGEX-2T yerwiesen (ygl. Kirnbauar. R. at a,., supra,. Nach Insertion a, 
DL17-Q-L1- bzw. DL17-G-L2-DNA wird pGEX-2T-DL1 7-G-L1 bzw. pGEX-2T- 
DL17-0-L2 arhalten. Diase Expressionsvektoren exprimieren nach Transforma- 
tion von E. cod ein Glutathion S-Trans.erase-LI- bzw. Giutathion S-Transferase- 
L2 .Fusionsprotein. Die Reinigung diesar Protaine erfolgt in ublicher Wa.sa. 

For eine waitere Expression yorstehende, L1 bzw. L2 codierand.r DNA wird das 
Bacouiovirus- bzw. Vacciniayirus-System ganannt. HierfOr yerwendbare Ex- 
pressionsyektoren sind z.B. P EV mod. und pSynw.V ,0r das Bacculoyrrus- 
System ivgi. Kirnbauer. R. e, a,., supra,. Fur das Vacciniayirus-System s,nd 
insbasondara Vektoren mit dam Vacoiniayirus "early" <p7.5k,- bzw 
",ata-(Psynth. pi 1 K,-Promo,or zu nennan (ygl. Hagansee. M.. E. at a,., Journal 
„« Virology .1993,. Saltan 315-322). Voriiegend wird das Baoou.oyirus-Systam 
heyorzugt. Nach Insertion yorstehender L1 bzw. L2 codiarendar DNA ,n p E V 
mod. wird pEVmod.-DL17-G.L1 bzw. pEVmod,DL1 7-G-L2 erhaltan. 

Der erstere Expressionsyektor alleine bzw. beide Expressionsyektorenzusamrnen 
, 0 hren nach Infaktion yon SF-9 Insek.enzaiien zur Ausbildung yon Virus-ahn- 
iichen Partikaln. ,m arsteran Fal, um.aGt ain solches Partike, ain L1-Prote,n, 
wahrend as im latzteran Fall neban einem L1- auoh ain L2-Pro,ain enth.lt. 

Ein Virus-ahnliches Partike, latzteran Fails wird auoh erhalten, indem die yor- 
stahanden DL17-G-L1- und DL1 7-G-L2-DNAS gemainsam in den Expr~»» 
yaktor pSynwtV," Inserier, werden und das arhalten, pSynwtVI DL1 7-G-L1/L2 
zur infektion yon SF-9 Insaktenzellen yerwande, wird. Die Reinigung yorstehen- 
der Virus-ahnlicher Partikel arfolg. in ublicher Weise. Sie stallen auch e,nen 
Gegenstand der Erfindung dar. 

Ein weitara, Gaganstand der Erfindung ist ein gegen ein yorstehendes Protein 
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bzw. Virus-ahnliches Partikel gerichteter Antikorper. Die Herstellung eines 
solchen erfolgt in ublicher Weise. Beispielhaft wird es fur die Herstellung eines 
Antikorpers beschrieben, der gegen ein L1 von DL17-G umfassendes Virus- 
ahnliches Partikel gerichtet ist. Hierzu wird das Virus-ahnliche Partikel BALB/c- 
5 Mausen subcutan injiziert. Diese Injektion wird im Abstand von jeweils 3 Wo- 
chen wiederholt. Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Anti- 
korper enthaltende Serum isoliert und in ublicher Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform ist der Antikorper ein monoklonaler Antikorper. 
10 Zu seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten Injektion den Mausen 
Miizzellen entnommen und diese in ublicher Weise mit Myelomzellen fusioniert. 
Die weitere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird es ermoglicht, Papillomviren, insbesondere 
1 5 in Karzinomen der Haut, nachzuweisen. Hierzu kann die erfindungsgemafce DNA 
als solche Oder von einer weiteren DNA umfa&t eingesetzt werden. Letztere 
kann auch ein Papillomvirus-Gom oder ein Teil davon sein. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht ferner die Bereitstellung von bisher nicht 
20 gekannten Papillomviren. Diese finden sich insbesondere in Karzinomen der 
Haut. Desweiteren liefert die Erfindung Proteine und Virus-ahniiche Partikel, die 
auf diese Papillomviren zuruckgehen. Daruberhinaus werden Antikorper bereitge- 
stellt, die gegen diese Proteine bzw. Partikel gerichtet sind. 

25 Die vorliegende Erfindung ermoglicht es also, diagnostische und therapeutische 

Ma&nahmen bei Papiliomvirus-Erkrankungen zu ergreifen. Daruberhinaus liefert 
sie die Moglichkeit, eine Vakzine gegen Papillomvirus-lnfektionen aufzubauen. 
Die vorliegende Erfindung stellt somit einen Durchbruch auf dem Gebiet der 
Papillomvirus-Forschung dar. 

30 



Die Erfindung wird durch die Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1 : Identifizierung des PapiHomvirus-Genoms DL1 7-G 



Aus der Biopsie eines p.attenepithe.ia.en Karzinoms einer immun- 
supprimierten Person wird die Gesamt-DNA isolier, 10„g dieser 
DNA werden mit dem Restriktionsenzym BamHI gespalter, und ,n 
einem 0,5 % Agarosege. e.ektrophoretisch aufgetrennt. Gle.chze, 
tig werden auch 10„g vorstehender DNA aufgetrennt, die n.cht 
gespalten worden ist. Das Agarosege. wird einem B.otting-Ver- 
fahren unterzogen, wodurch die DNA aus dem Agarosege. auf e.ne 
Nitro Ze ..u.osemembran ubertragen wird. Diese wird in ein Hybnd.8- 
ierungsverfahren eingesetzt, in dem die vorstehende DNA von F,g. 
1 in Kombination mit HP-Virus-65 DNA a.s ^-markierte Probe v, 
wendet wird. Es wird eine Hybridisierung mit der geb.otteten DNA 
erhalten. 

Vorstehende Verfahren sind dem Fachmann auf dem Gebiet der 
DNA-Rekombinationstechnik bekannt. Erganzend wird auf Sam- 
brook et al., supra verwiesen. 



20 



Beispiel 2: Klonierung des PapiHomvirus-Genoms DL17-G 



25 



30 



D ,a aus Beiapie, 1 e.haitana Biopsie-DNA wird ml. dam Rastnk- 
donsanzym BamH, gaspaitan. Dia arhaitanan Fragman.a wardan ,n 
aina Ugasaraaktion aingasatzt, in da, abends dar mi. BamH, 
gaspaltana und daphosphoryiiarta Vektor .ZAP Exprass vor„agt. 
Di a hierbai arhaitanan rakombinantan DNA-Molekule wardan m 
Baktariophagan varpackt und diasa «ur Maktion von Baktanan 
varwandat. Fu, diasa Varfahransschritta wird dar von dar Frrma 
Stratagana angabo.ane ZAP Exprass Vaktor Kit varwandat. D,a 
arhaitanan Phaganpiaguas wardan dann ainam Hybndisiarungsva, 
fahran untarzogan. in dam dia in Beispia, ! varwandata p -markrar- 
,a DNA von Fig. 1 in Kombination mit p»-m,rkiartar HP.V,rus-65- 
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DNA verwendet wird. Es wird eine Hybridisierung mit entsprechen- 
den Phagenplaques erhalten. Aus diesen werden die BamHI-Frag- 
mente von DL1 7-G isoliert und zusammen mit einem BamHI-gespal- 
tenen, dephosphorylierten Plasmid-Vektor, pBluescript, in eine 
weitere Ligasereaktion eingesetzt. Die erhaltenen rekombinanten 
DNA-Molekule werden zur Transformation von Bakterien, E. coii 
XLI-Blue, verwendet. Durch Restriktionsspaltungen bzw. Hybri- 
disierung mit vorstehenden DNA-Proben wird ein das Papillomvirus- 
Genom DL17-G enthaltender Bakterienklon identifiziert. Das Plas- 
mid dieses Bakterienklons wird mit pBlue-DL17-G bezeichnet. 
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Patentanspruche 



2. 



DNA, codierend fur ein Peptid eines Papillomvirus-Hauptcapsid-Protems, 
wobei das Peptid die Aminosauresequenz von Fig. 1. Fig. 2, F.g. 3, Fig. 
4 Fig- 5, Fig. 6. Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10 oder Fig. 11 oder eine 
davon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosaure- 
sequenz umfaBt. und wobei die DNA durch folgende Verfahrensschntte 
erhaltlich ist: 

Isolierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epitheliaien Neoplas- 



ia) 
(b) 



mas, 



(c) 



Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit einer DNA von F,g. 1, 
Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8. Fig. 9, Fig. 10 
oder Fig. 1 1 , wodurch ein in der Gesamt-DNA von (a) entha.tenes 
Papillomvirus-Genom nachgewiesen wird, und 
Klonierung der das Papillomvirus-Genom enthaltenden Gesamt-DNA 
von (a) in einem Vektor sowie Sequenzierung des Klons. 



DNA nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, da* die fur das Pepfd 
des PapiHomvirus-Hauptcapsid-Proteins cod.erende DNA die Basensequenz 
von Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6. Fig. 7. Fig. 8, Fig. 9, F,g. 
10 oder 11 oder eine davon durch ein oder mehrere Basenpaare unter- 
schiedliche Basensequenz umfaBt. und wobei die DNA durch folgende 
Verfahrensschritte erhaltlich ist: 

Isolierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epitheliaien Neoplas- 
mas, 

Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit einer DNA von Fig. 1. 
Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10 
oder Fig 11. wodurch ein in der Gesamt-DNA von (a) enthaltendes 



(a) 
(b) 
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Papillomvirus-Genom nachgewiesen wird, und 
(c) Klonierung derdas Papillomvirus-Genom enthaltenden Gesamt-DNA 
von (a) in einem Vektor sowie Sequenzierung des Klons. 



3. DNA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, date die DNA ein 
Papiilomvirus-Genom umfaBt. 

4. Protein, codiert durch das Papillomvirus-Genom nach Anspruch 3. 

5. Protein nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, date das Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Protein als Virus-ahnliches Partikel vorliegt. 

6. Protein nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafo das Virus-ahnliche 
Partikel auch ein Papillomvirus-Nebencapsid-Protein enthalt. 

7. Expressionsvektor, umfassend eine fur das Protein nach Anspruch 4 
codierende DNA. 



8. Transformante, enthaitend den Expressionsvektor nach Anspruch 7. 

9. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 4, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 8 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

10. Antikdrper, gerichtet gegen das Protein nach einem der Anspruche 4-6. 

11. Verwendung der DNA nach einem der Anspruche 1-3 als Reagens zur 
Diagnose. 

1 2. Verwendung des Proteins nach einem der Anspruche 4-6 als Reagens zur 
Diagnose, Therapie und/oder Vakzinierung. 
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13. Verwendung nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Diagnose Papillom- 
virus-lnfektionen bzw. -Erkrankungen betrifft. 

1 4 . Verwendung nach Anspruch 1 2, wobei die Therapie und/oder Vakzinie- 
rung Papillomvirus-lnfektionen bzw. -Erkrankungen betrifft. 
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DL17.seq from 1 to 416: 

CTCGAGGATGGGGAAATGTGCGATATTGGATTTGGAGCATGCAATTTTAAACAGTTACAG 

! -f + + + + + 60 

GAGCTCCTACCCCTTTACACGCTATAACCTAAACCTCGTACGTTAAAATTTGTCAATGTC 

LEDGEMCDIGFGACNFKQLQ 

AAGGATAGATCTGGTGTTCCATTAGATATAGTAGAGAGCACTTGTAAGTATCCTGATTTT 

TTCCTATCTAGACCACAAGGTAATCTATATCATCTCTCGTGAACATTCATAGGACTAAAA 

KDRSGVPLDIVESTCKYPDF 

TTAAAGATGGGTAAGGATATGTATGGCGACGAGCTATTTTTCTATGGCAGACGAGAACAG 

AATTTCTACCCATTCCTATACATACCGCTGCTCGATAAAAAGATACCGTCTGCTCTTGTC 

LKMGKDMYGDELFFYGRREQ 

TTATATGTAAGACATAACTTTTCTCGTGCAGGCACTGTAGGAGATAGTATACCTTTACCT 

181 + + + + + + 240 

AATATACATTCTGTATTGAAAAGAGCACGTCCGTGACATCCTCTATCATATGGAAATGGA 

LYVRHNFSRAGTVGDSIPLP 

GATCAGGATACTGCATTTTATAGAAGTCCTAATACTGCAAATAATGATTTGCCTCAAAAT 

241 + + + + + -+ 300 

CTAGTCCTATGACGTAAAATATCTTCAGGATTATGACGTTTATTACTAAACGGAGTTTTA 

DQDTAFYRSPNTANNDLPQN 

ACATTAGCGTCTCACATATACTGTGCCATCCCAAGTGGTTCTTTAACCAGTAGTGATTCT 

301 + + + + + + 360. 

TGTAATCGCAGAGTGTATATGACACGGTAGGGTTCACCAAGAAATTGGTCATCACTAAGA 

TLASHIYCAIPSGSLTSSDS 

CAATTATTTAATAGGCCTTATTGGCTGCAAAATGCTCAGGGCACCAACAACGGCGT 

361 + + + + + 416 

GTTAATAAATTATCCGGAATAACCGACGTTTTACGAGTCCCGTGGTTGTTGCCGCA 

QLFNRPYWLQNAQGTNNG 



Fig. 1 
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DL2 0. seq from 1 to 386: 

ATTGAGGATGGTGATATGGTAGACATAGGATTTGGGAATTGTAATTTTAAAGCTTTACAA 
X + + + + + + 60 

TAACTCCTACCACTATACCATCTGTATCCTAAACCCTTAACATTAAAATTTCGAAATGTT 

IEDGDMVDIGFGNCNFKALQ 

CAGGACAAGGCTGGTACGCCTTTAGAGTTAACTAATGAAAAATGTAAGTGGCCAGATTTT 

61 + + + + + + 120 

GTCCTGTTCCGACCATGCGGAAATCTCAATTGATTACTTTTTACATTCACCGGTCTAAAA 

QDKAGT PLELTNEKCKWPDF 

CTGAAGATGGAAAAAGACACTTATGGAGACCAGATGTTTTTCTGTGGCAGGAAGGAGCAA 

121 + + + + + + 180 

GACTTCTACCTTTTTCTGTGAATACCTCTGGTCTACAAAAAGACACCGTCCTTCCTCGTT 

LKMEKDTYGDQMFFCGRKEQ 

ATGTATTCTAGGCATATGCTTGCTAAAGCGGGTATTGATGGTGATCATATACCAGAATCA 

181 + -h + + + + 240 

TACATAAGATCCGTATACGAACGATTTCGCCCATAACTACCACTAGTATATGGTCTTAGT 

MYSRHMLAKAGIDGDHI PES 

TTATACCATTCGCCAAAGAATAATGGAAATGGCATTGCTCCTTACACTTACTTTCCAACC 

241 + + + - + + + 300 

AATATGGTAAGCGGTTTCTTATTACCTTTACCGTAACGAGGAATGTGAATGAAAGGTTGG 

LYHSPKNNGNGIAPYTYFPT 

ACAAGCGGTTCCTTAGTCACAAGTGATAATCAATTATTTAACAGGCCATATTGGCTTCAT 

301 + + + + + 360. 

TGTTCGCCAAGGAATCAGTGTTCACTATTAGTTAATAAATTGTCCGGTATAACCGAAGTA 

TSGSLVTSDNQLFNRPYWLH 

AATTCACAAGGAACCAATAACGGTAT 

361 + + 386 

TTAAGTGTTCCTTGGTTATTGCCATA 

NSQGTNNG 



Fig. 2 
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DL27.seq from 1 to 410: 

CTGGAGGATGGCGACATGTGTGATATAGGCTTTGGAGCTTTTAACTTTAAAGCTTTGCAG 
! + + + + + + 60 

GACCTCCTACCGCTGTACACACTATATCCGAAACCTCGAAAATTGAAATTTCGAAACGTC 

LEDGDMCDIGFGAFNFKALQ 

GATGATAAATCCAGTGCACCATTAGATGTAGTTGGTACTTTGTGTAAATGGCCTGACTTC 
61 + + + + + + 12 0 

CTACTATTTAGGTCACGTGGTAATCTACATCAACCATGAAACACATTTACCGGACTGAAG 

DDKS SAPLDVVGTLCKWPDF 

TTAAAGATGAGTAAGGACATTTATGGTGACAGTTTATTCTTCTTTGGCCGAAGGGAACAG 

121 + + + + + + 180 

AATTTCTACTCATTCCTGTAAATACCACTGTCAAATAAGAAGAAACCGGCTTCCCTTGTC 

LKMS'KDIYGDSLFFFGRREQ 

CTTTATGCAAGACACTTTTTTGTTAGAGCTGGGACAATGGGTGATGCGTTACCAGAGCCT 

181 + + + + + + 240 

GAAATACGTTCTGTGAAAAAACAATCTCGACCCTGTTACCCACTACGCAATGGTCTCGGA 

LYARHFFVRAGTMGDALPEP 

TTTGAAGTGAAGTCTGATTACATAATTGCTGCTCAGAGTAACCAAGAACAAAATAATCTT 

AAACTTCACTTCAGACTAATGTATTAACGACGAGTCTCATTGGTTCTTGTTTTATTAGAA 

FEVKSDYIIAAQSNQEQNNL 

GGCCCTCACATTTATTTTGGAACTCCTAGCGGTTCTCTTGTATCAAGTGAATCTCAGCTT 

301 + -r + + + + 360- 

CCGGGAGTGTAAATAAAACCTTGAGGATCGCCAAGAGAACATAGTTCACTTAGAGTCGAA 

GPHIYFGTPSGSLVSSESQL 

TTTAACCGACCGTATTGGTTAAACAGAGCTCAGGGCACTAATAACGGCAT 

361 + 4- + + + 410 

AAATTGGCTGGCATAACCAATTTGTCTCGAGTCCCGTGATTATTGCCGTA 

FNRPYWLNRAQGTNNG 



Fig. 3 
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DL3 5.seq from 1 to 383: 

ATAGAGGATGGGGAAATGGTTGAAACTGGGTTCGGGGCCCTGGA^ ^ 

1 tatctcctacccctttaccaactttgaccJaagccccgggacctaaa^ 



I 



edgemvetgfgaldfaalq 



tccaacaaatctgatgtccccctggatatttgtactaacatatgtaaatatccggac^ 
61 aggttgtttIgactacagggggacctataaac^ 

SNKSDVPLDICTNICKYPDY - 

ctgaaaatggctgct^ i8q 

121 GACTTTTACCGACGACTGGGGATACCGC^ 

lkmaadpygdsmffslrreq - 

ATGTTCACCCGGCATTTCTTCAATCGGGGTGGGTCGATGGGTGACGCCCTCCCG ^ 

181 ^caagtgggccgtaaagaIottagccccacccagctacc^ 

MFTRHFFNRGGSMGDALPEE 

ctatacgtcaaaagttctaccgtgcagaccccaggta^ 
241 gatatgcag^tcaagat^ 



lyvksstvqtpg 



SYVYTSTP 



agtggctctatggtatcctctgaacagcagttatttaacaagcc^actggct 
301 tcaccgagataccataggagactt 

MVSSEQQLFNKPYWLRR - 



S G S 
GCTC AAGGTAC TAATAACGGCGT 
CGAGTTCCATGATTATTGCCGCA 
A Q G T N N G 
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DL40.seq from 1 to 386: 



ATGGAAGACGGAGATATGGTAGACACTGGCTATGGTGCTATGGACTTCACTGCATTACAG 
! + + + + + + 60 

TACCTTCTGCCTCTATACCATCTGTGACCGATACCACGATACCTGAAGTGACGTAATGTC 

MEDGDMVDTGYGAMDFTALQ 

TTAAATAAGTCTGACGTGCCTATAGATATTTGCCAGTCCACTTGTAAATACCCTGATTAT 

AATTTATTCAGACTGCACGGATATCTATAAACGGTCAGGTGAACATTTATGGGACTAATA 

LNKSDVPI DICQSTCKYPDY 

TTGGGCATGGCAGCAGAGCCTTATGGCGACAGCATGTTTTTTTATTTGCGCAGAGAGCAA 

121 + + + + + + 180 

AACCCGTACCGTCGTCTCGGAATACCGCTGTCGTACAAAAAAATAAACGCGTCTCTCGTT 

LGMAAEPYGDSMFFYLRREQ 

CTGTTTGCAAGACATTTTTTCAATAGAGCCAGTGCAGTGGGAGACACCATTCCTGACACT 

181 + + + + + + 240 

GACAAACGTTCTGTAAAAAAGTTATCTCGGTCACGTCACCCTCTGTGGTAAGGACTGTGA 

LFARHFFNRASAVGDTI PDT 

TTAATATTGAAGTCGGCCAGTGGTGACCAAAACGTTGGTAGTGCTGTGTATAGCCCCACT 

241 + + + + + + 300 

AATTATAACTTCAGCCGGTCACCACTGGTTTTGCAACCATCACGACACATATCGGGGTGA 

LILKSASGDQNVGSAVYSPT 

CCCAGTGGGTCCATGGTAACATCTGAGGCTCAATTATTTAATAAGCCATATTGGCTGAAG 

301 + + + + + + 360- 

GGGTCACCCAGGTACCATTGTAGACTCCGAGTTAATAAATTATTCGGTATAACCGACTTC 

PSGSMVTS EAQLFNKPYWLK 

CGGGCTCAAGGACATAACAATGGTGT 

361 + + 386 

GC C C G AGTTC C TGT ATTG TT AC C AC A 



RAQGHNNG 



Fig. 5 
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DL78.seq from 1 to 386: 

CTGGAGC-ATGCGGAAATGGTAGACACTGGATATGGTGCCATGGACTTTACTGCATTACAG ^ 

+ + + + 

GACCTCCTACGCCTTTACCATCTGI 

L E 

TTAAATAAGTCTGACGTGCCTATCGATATTTGCCAGT ^ 

aatttattcIgactgcacggmagctataaacggtcagatgga^ 



1 + 3TGAC ctataccacggtacctgaaatgacgtaatgtc 

DAEMVDTGYGAMDFTALQ 



L 



NKSDVPIDICQSTCKYPDY 



TTGGGCATGGCAGCAGAGCCTTATGGCGA^. + 18Q 



"ACAGCATGTTTTTTTATTTGCGCAGGGAACAA 

+ 1-+ + + + 

121 AACCCGTACCGTCGTCTCGGAATACCGCTGTCGTACAAAAAAATAAACGCGTCCCTTGTT 

L G M 



AAEPYGDSMFFYLRREQ - 
CTGTTTGCCAGAC ATTTTTTTAATAGGGCTAGTGCAGTTGGGGACACCA^C^ ^ ^ q 



131 gacaaacggtctg^aaaaaaa^cccgItcac 

l farhf fnrasavgdti pdt 
ttgatattgaaggcagccagtggagggcaaaacgttggtagtgctgt^ 

241 AACTATAACTTCCGTCGGTCA^ 

L i L kaasggqnvgsavyspt - 

CCCAGTGGGTCCATGGTAACATCTGAGGCTCAATTGTTTAATA ^ 

301 gggtcacccaggtaccat^ 

PSGSMVTSEAQLFNKPYWLR - 

cgggctcaaggaacgaacaacggagt 

361 + - 386 

gcccgagttccttgcttgttgcctca 
raqgtnng 



Fig. 6 
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DL82.seq from 1 to 413: 



ATCGAGGATGGGGATATGTGTGATATTGGTTTTGGAAACATGAATTTCAGTATATTACAA 

1 + + + + + + 60 

TAGCTCCTACCCCTATACACACTATAACCAAAACCTTTGTACTTAAAGTCATATAATGTT 

IEDGDMCDIGFGNMNFSILQ 

CAAGACAGATCAGGTGTTCCTTTGGATATAGTAGCTTCCATTTGCAAATGGCCAGATCTT 
61 + + + + + + 12 0 

GTTCTGTCTAGTCCACAAGGAAACCTATATCATCGAAGGTAAACGTTTACCGGTCTAGAA 

QDRSGVPLDIVASICKWPDL 

GGTAAAATGACCAATGATGTGTATGGTGATGAACTATTCTTTTTTGGTAAACGGGAGCAG 

121 + + + + " + + 180 

CCATTTTACTGGTTACTACACATACCACTACTTGATAAGAAAAAACCATTTGCCCTCGTC 

GKMTNDVYGDELFFFGKREQ 

GTTTATGCAAGGCATTATTTTACAAGGCATGGTGTTGTAGGAGAAGATATTCCTCAGGTA 

181 + + + + + + 240 

CAAATACGTTCCGTAATAAAATGTTCCGTACCACAACATCCTCTTCTATAAGGAGTCCAT 

VYARHYFTRHGVVGEDI P Q V 

AATGAGGACCCTACAACTAAATACCTGCGAGGAGGTGAAGGTGGTCAAAATCAGGCTACT 

241 + + + + + + 300 

TTACTCCTGGGATGTTGATTTATGGACGCTCCTCCACTTCCACCAGTTTTAGTCCGATGA 

NEDPTTKYLRGGEGGQNQAT 

GTTTCATCCTCTGTATATTTTGCAACTCCCAGTGGTTCCTTGGTGTCCAGTGATGCTCAA 

301 ■+- + + + + 360- 

CAAAGTAGGAGACATATAAAACGTTGAGGGTCACCAAGGAACCACAGGTCACTACGAGTT 

VSSSVYFATPSGSLVSSDAQ 

ATTATGAACAGGCCTTATTGGGTACAACGCGCGCAGGGAACGAACAACGGCGT 

361 + + + + + 413 

TAATACTTGTCCGGAATAACCCATGTTGCGCGCGTCCCTTGCTTGTTGCCGCA 



IMNRPYWVQRAQGTNNG 



Fig. 7 
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DL83.seq from 1 to 3 95: 

CTGGAGGATGGCGACATGTGTGATGTAGGATTTGGAGCTGCAAATTTTAAAACACTTCAG 

. ) | 1 *" 

1 GACCTCCTA^CGCTGkcIcIcTACATCCTAAACCTCGACGTTTAAAATTTTGTGAAGTC 
LEDGDMCDVGFGAANFKTLQ - 
GAAGATAAATCAGGAGTACCTATGGATCTTTTAAATGAAACTTGTAAATATCCTGAOT ^ 
6 1 CTTCTATTTAGTCCTC ATGGATACCTAGAAAATTTACTTTGAACATTTATAGGACTGAAA 
EDKSGVPMDLLNETCKYPDF - 
CTTCAGATGTCAAAAGACAAATATGGAGACAGTTTGTTCTTTTTTGGAAGAAAGGAACAA ^ ^ ^ 

12 1 GA^GTCTACAGTTTTCTGTTTATAC^ 

LQMSKDKYGDSLFFFGRKEQ - 

CTTTACGCGAGACACTTTTATGTTAGAGGAGGTGTTGATGGCGATGCATTGCCATTAACT ^ ^ ^ 

181 GAA^TGCGCTCTGTGAAAATACA^TCT^ 

LYARHFYVRGGVDGDALPLT - 

- AACTTTATTTATGGTGCTCAGCAGGACAAACCTCAAAACAATT ^ 

2 " TTGAA^TAAATACCACGAGTCGTCCTGTT^ 



N 



FIY GAQQDKPQNNLGPYTY 



TTTCCTACTCCTAGTGGCTCTTTATACTCAACCGATAATCAATTATTTAACAGACCCTAT ^ 

301 AAAGGATGAGGATCACC^ 

FPTPSGSLYSTDNQLFNRPY - 

TGGCTTAGCCAGGCTCAGGGCACAAACAATGGGAT 

361 + + + 395 

ACCGAATCGGTCCGAGTCCCGTGTTTGTTACCCTA 

WLSQAQGTNNG 
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DL84.seq from 1 to 407: 



CTAGAAGACGCGGAGATGAGTGATATTGGTTTGGGGGCAGTTAATTTTCATACGTTTTCG 
I + + + + + + 60 

GATCTTCTGCGCCTCTACTCACTATAACCAAACCCCCGTCAATTAAAAGTATGCAAAAGC 

LEDAEMSDIGLGAVNFHTFS 

GCCTCCCGTTCAGATGCTCCTTTAGAAGTTATAGATTCAATTTGCAAATGGCCTGATTTT 
61 + + + + + + 120 

CGGAGGGCAAGTCTACGAGGAAATCTTCAATATCTAAGTTAAACGTTTACCGGACTAAAA 

ASRSDAPLEVIDSICKWPDF 

GTTCAGATGACAAAAGATGTTTATGGAGATAAGATCTGGTTTTATGGAAAACGGGAACAG 

121 + + + + + -+ 180 

CAAGTCTACTGTTTTCTACAAATACCTCTATTCTAGACCAAAATACCTTTTGCCCTTGTC 

VQMTKDVYGDKIWFYGKREQ 

CTTTATGCCAGACATATGTTTGTTAAGGATGGTGTGGACGGTGACAGTATTCCAAATGAG 

181 + + + + + + 240 

GAAATACGGTCTGTATACAAACAATTCCTACCACACCTGCCACTGTCATAAGGTTTACTC 

LYARHMFVKDGVDG .OS IPNE 

CCCACACACGCTTATTATATTCCCCCACCCACAGGTTCTGCCCAGGAAACTAATTTTGGA 

241 + + + + --- + + 300 

GGGTGTGTGCGAATAATATAAGGGGGTGGGTGTCCAAGACGGGTCCTTTGATTAAAACCT 

PTHAYYIPPPTGSAQETNFG 

AAGATAAGTTACTTTCCAGTTCCCAGTGGATCTTTGGTGTCCAGTGAGGCTACTATATTT 

301 + + + + + + 360 

TTCTATTCAATGAAAGGTCAAGGGTCACCTAGAAACCACAGGTCACTCCGATGATATAAA 

KISYFPVPSGSLVSSEATIF 

AATAGACCTTATTGGTTGCACAAAGCTCAAGGAACAAACAATGGAAT 

361 + + + + 407 

TTATCTGGAATAACCAACGTGTTTCGAGTTCCTTGTTTGTTACCTTA 



NRPYWLHKAQGTNNG 



Fig. 9 
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DLlOO.seq 1 to: 413 

,GACGGTGATATCATCGATATTGGGTTTGGCAATATAAATAACAAGACATTATCA 



ATTGAG< 
1 +- 



.+ + +- 



+ + 60 



TAACTC CTGCCACTATACTAGCTATAACCCAAAC CGTTATATTTATTGTTCTGTAATAGT 
IEDGDMXDXGPGNINNKTLS - 

GTAAACAAATCAGATGTTAGTTTAGATTTAGTAAATGAAATAGCTAAATATCCAGATTTT 

fil + + + + + + 120 

CATTTGTTTAGTCTACAATCAAATCTAAATCATTTACTTTATCGATTTATAGGTCTAAAA 

VNKSDVSLDLVNEIAKYPDF 

TTAACAATGGCTAATGATGTGTATGGCGATTCTTGCTTTTTTTTTGCCAGGAGAGAACAA 

4.-.--.-. — - — --+- - — — — - — - — — - — h 180 

121 AATTGTOACC^TTACTACACATACCGCTAAGiUVCGAAAAAAAAACGGTCCTCTCTTGTT 



L T M A N 



DVYGD SCFFFARRBQ 



TGTTATGCTAGACATTATTTTACTAGAGGAGGAGCTGTGGGTGATGCTATACCTGATACA 

. — — — -•f--- — «*•— - -H ------- 

181 ACAATACGATCTGTAATAAAATGATCTCCTCC'TCGACACCCACTACGATATGGACTATGT 

CYARHYPTRGGAVGDA IPDT - 
ACAACTAATCAAGATCACAAATACTATCTAGCACCTAAGAGTGGACAATCCCAAAGTCCT ^ ^ ^ 

241 TGTTGATTAGTTCTAGTGTTTATGATAGATCGTG 

TTKQDHXYYLAPKSGQSQSP - 
TTGGGTAATTCTATTTACTATCCCACCGTTAGTGGCTCCTTAGT^CTTCTCATGCACAG ^ ^ ^ 

3 ° 1 aIcc^ttaagataaatgata^ 

LGNSIYYPTVSGSLVSSDAQ - 

CTCTTTAACAGACCCTTCTGGTTGAAACGTGCACAGGGGCACAATAACGGCAT 

+ , 413 
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AGGTGGATAAAAGGGTGGCATTCGCCCAGCAACCACTGGAGACTACGGGTTGATAAATTA 

STYFPTVSGSLVTSDAQLFN 

AGGCCCTTTTGGTTAAAACGTGCACAAGGCCACAATAACGGAAT 

361 + + + + 404 

TCCGGGAAAACCAATTTTGCACGTGTTCCGGTGTTATTGCCTTA 
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